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摘要 : Human immunodeficiency virus-1 (HIV-1) 辅助 蛋白 在 其 感染 和 艾滋 病 发 病 过 程 中 起 着 非常 重要 的 作用 。 
Regulator of expression of virion proteins (Rev) 作为 HIV-1 辅助 香 白 之 一 ， 可 以 调和 病毒 结构 和 捍 白 mRNA 出 核 转 
运 和 和 蛋白 表达 ， 对 于 病毒 的 复制 公关 重 要 。 为 研究 Rev 香 白 对 刘 细 胞 表 型 和 功能 的 影响 ， 本 实验 采用 电 窒 孔 的 方 
法 ， 将 HIV-1 的 rev 基因 导入 THP-1 细胞 ， 通 过 流 式 分 选 结合 G418 虽 选 的 方法 建立 稳定 表达 Rev f FAIT 2 He s 
型 ;并 通过 RETEPCR、 效 光 观 察 及 流 式 检测 的 方法 ， 在 mRNA 和 香 白 两 个 水 平 对 所 建立 的 细胞 模型 进行 鉴定 。 续 
果 证 实 rev 基因 成 功 寻 入 了 THP-1 细胞 并 稳定 表达 ， 为 后 续 rev 基因 产物 与 细胞 相互 作用 的 研究 提供 了 平台 。 
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Establishment and Characterization of THP-1 Cell Model 
Stably Expressing HIV-1 Auxiliary Protein Rev 
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Abstract: HIV-1 auxiliary proteins play a critical role in both the infection of HIV-1 target cells and the morbidity of 
AIDS. Rev, as one of the HIV-1 auxiliary proteins, is essential for the replication of HIV-1. As a membrane-shuttle 
protein, it can regulate the transportation of HIV-1 structural protein's mRNA. The rev gene from HIV-1 was transfected 
into THP-1 cells. The Rev-stably-expressed cell model was generated by electroporation and then sorted and selected 
with G418. The cell model was characterized at both mRNA and protein levels with an RT-PCR assay, fluorescent 
observation, and flow cytometry analysis. The rev gene was successfully transfected into THP-1 cells and stably 
expressed. This is a useful result for future research of the interaction between Rev and cells. 
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人 免疫 缺陷 病毒 (human immunodeficiency 
virus-1，HIV-1) 共 表 达 6 种 辅助 蛋白 , 这些 蛋白 对 
JJ RHONE E. BE ESL SAO BUE UNI 
RARER (Frankel et al, 1998). 其 中 ， 
Regulator of expression of virion proteins (Rev) 对 于 
HIV-1 复制 是 必 不 可 少 的 。 它 一 方面 通过 目 映 富 合 
HARI RNA 结合 域 (RNA binding domain) 结合 
这 些 病毒 mRNA, 男 一 方面 由 上 日 映 单 体 多 聚 化 形成 
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i BUYS M5 mRNA 上 的 反应 元 件 (Rev 
response element) 结合 (Malim et al, 1989a; Bogerd 
et al, 1993)， 将 未 剪 切 或 部 分 剪 切 的 病毒 mRNA 转 
运 出 核 , 从 而 调节 病毒 晚期 基因 产物 的 表达 (Malim 
et al, 1989b; Hope, 19995. Rev f& EE E E 5 ST 
输入 信号 (nuclear leading signal? AU ii fei 
(nuclear export signal) 序 列 在 细胞 核 与 细胞 质 中 符 
梭 ， 在 细胞 供 能 和 各 种 核 内 外 转运 因子 的 参与 下 ， 
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少量 的 Rev BAHAMA rest. M 
3i Joy a3] F1 mRNA 的 核 外 转运 , 同时 降低 它们 
的 枉 接 程度 ， 从 而 翻译 得 到 HIV-1 增殖 所 必需 的 结 
E&A (Favaro, 1998; Perales, 2005)。 此 外 ，Rev 
乍 日 可 能 还 在 病毒 复制 的 其 他 时 相 扮 演 一 定 的 角 
EFH gag-pol 表达 载体 系统 转 染 细胞 发 现 , HIV-1 
和 猴 免 疫 缺 陷 病 毒 (simian immunodeficiency virus, 
SIVO RIHI Rev ŒE A REKI EE RNA 衣 元 化 水 平 有 
效 地 提高 20—70 倍 ， 明 显 促 进 RNA 病毒 粒子 的 生 
成 ， 且 其 效应 与 载体 的 量 呈 正 相 关 (Brandt et al, 
2007). 
Rev TEJ — BiU Wir T SR E AN DOSE BE EI] s il 
起 着 关键 作用 ， 而 且 在 HIV-1 感染 过 程 中 可 能 对 宿 
主 的 细胞 乃至 整个 免疫 系统 产生 一 定 影响 。Bobbitt 
et al (2003) 研究 证 实 ，Rev 和 蛋白 的 活性 对 于 细胞 
毒 工 淋巴 细胞 的 杀伤 功能 起 看 决定 性 的 作用 。 改 变 
Rev 和 集 日 的 氨基 酸 序 列 使 其 活性 下 降 ， 细 胞 毒 T 淋 
巴 细胞 的 杀伤 功能 对 于 通过 抗 Gag 及 Env 的 杀伤 作 
用 明显 降低 ; 从 无 症状 的 病毒 感染 个 体 分 离 的 Rev 
重 白 活性 较 低 ，Gag 表达 水 平 也 较 低 ， 细 胞 对 于 抗 
Gag 的 细胞 毒 工 淋巴 细胞 的 杀伤 作用 具有 较 强 的 耐 
受 性 。 
虽然 有 关 Rev 和 皇 日 的 研究 工作 已 经 取得 了 一 定 
的 进展 ， 但 Rev 对 其 他 和 宿主 细胞 ， 如 巨 唉 细胞 
(macrophages) 和 树 突 状 细胞 (dendritic cells) 的 影 
啊 目 前 还 不 清楚 ，Rev 人 重 日 与 这 些 细 胞 则 的 相互 作 
用 未 见报 道 。 因 此 ， 建 立 一 种 稳定 表达 Rev EAW 
细胞 模型 ， 有 人 针对 性 地 对 细胞 的 表 型 和 功能 进行 研 
2t, 有 利于 理解 Rev 重 日 如何 对 这 些 箱 主 细胞 进行 
iH o 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 和 仪器 

pHXBnPLAP-IRES-N+ 质 粒 由 英国 牛津 大 学 徐 
小 宁 教 授 惠 赠 ; pEGFP-N2 质粒 由 云南 大 学 分 子 生 
物 学 与 基因 工程 实验 室 惠 赠 ; 大 肠 杆菌 DH-5a 为 本 
实验 室 保存 ;THP-1 细胞 购 自 中 国 科 学 院 典 型 培养 
物 保藏 委 员 会 昆明 细胞 库 ; RPMI1640 培养 基 、 胎 
牛 血清 和 转 染 用 OPTI-MEM 培养 基 购 自 GIBCO 公 
司 ; Qiagen Endotoxin-free 质粒 大 提 试 剂 使 和 G418 
JJ E] Invitrogen 公司 ; 4mm 电 转 杯 购 目 BIO RAD 
公司 ; RNAprep IAEA RNA 提取 试剂 例 、 
TIANscript M-MLV 逆转 录 酶 购 目 Tiangen 公司 ; 
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rTaq 聚合 酶 、DNA Marker DL2000 及 其 他 生化 常用 
试剂 购 目 Takara 公司 。 

LSM510 META 倒置 激光 共聚 焦 扫 摘 电 子 显 微 
TA H WHE Zeiss 公司 ; FACS Vantage SE 流 式 细胞 
4X E] BD 公司 ; Steri-Cycle CO? 552848. SW-CJ-IB 
t$ LTES1 E Thermo 4: 9] ; Gene Pulser Xcell TM 
电 转 仪 购 自 BIO RAD 公司 。 

1.3 基因 扩 增 、 质 粒 构建 、 提 取 和 鉴定 
1.2.1 rev 基因 扩 增 ”用 pHXBnPLAP-IRES-N+ 质 
粒 作 为 模板 , 利用 两 次 PCR. 的 方法 获得 全 长 rev 基 
因 。 第 一 次 PCR 前 问 引 物 Fl: 5' -ATCAGAACA- 
GTCAGACTCATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAACC 
CACCTCCCAATCCCGA-3' 【斜体 划 线 部 分 为 第 
一 外 显 子 的 下 游 40nt)， 反 向 引物 RI: 5' -A 
TTGAGCAAGCTAACAGCACTATTC-3'， 扩 增 第 
-外 显 子 右 侧 和 第 二 外 显 子 直 接 相 连 的 厂 段 ， 第 二 
次 PCR 前 向 引物 F2: 5' -ATGGCAGGAAGAAGC- 
GGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGT 
CAGACTCATCAA-3' 【斜体 划 线 部 分 为 外 显 子 的 
上 游 36n0 5 RI 扩 增 全 长 rev 序列 。 两 次 条 件 相 
同 : 50 pL 反应 体系 ，94C 预 变性 3min， 循 环 30 
Wwe WARN: 94C 变 性 30s; 50'COEAK 305; 
72C 延 伸 2min。 循 环 结束 后 72C 延 伸 10 min; 将 
AK rev 基因 连接 到 pMD-19T 克隆 载体 上 , 命名 为 
pMD-19TREV， 测 序 鉴定 。 

以 pMD-I9T-REV 作为 模板 ， 前 癌 引 物 F3: 
5-GAATTCATGGCAGGAAGAAGCGGA-3' (斜体 
划 线 部 分 是 EcoRI YAMR RAIA R3: 5' 
-GGATCC TTCTTTAGCTCCTGACTC CAA-3' ($3 
体 划 线 部 分 是 BamHI 酶 切 位 点 ), 扩 增 条 件 为 :50HL 
反应 体系 ，94C 预 变性 3min， 循 环 30 次 。 循 环 条 
件 为 : 94C 变 性 30s; $S3C 退 火 30s; 72/C &ETf 30s. 
循环 结束 后 72C 延 伸 10min， 扩 增 得 到 目的 产物 。 
1.2.2 ”质粒 构建 、 提 取 和 鉴定 ”通过 EcoRI 和 
BamHI 限制 性 酶 切 位 点 将 PCR 产物 酶 切 后 连 入 表 
达 载 体 PEGFP-N2， 命 名 为 pEGFP-N2-REV; 将 其 
HEILA KITE DH-5a 进行 扩 增 ， 用 Qiagen 
Endotoxin-free 质粒 大 提 试 剂 盒 提 取 质 粒 ， 再 用 
EcoRI 和 BamHI 限制 性 内 切 酶 酶 切 电 汶 鉴 定 。 

THP-1 细胞 用 含 10% 胎 牛 血 清 、100U/mL 的 青 
霉 素 、100 ug/mL 的 链 霉 素 、2 mmol/L If] L-45 2x Wt 
胺 ,1mmolL 的 丙酮 酸 钠 的 RPMI1640 完全 培养 基 ， 
37C., 594l] CO; 培养 箱 中 培养 。 
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细胞 生长 到 对 数 期 时 , 1000rpm/min 离心 min 
收集 细胞 ， 用 500uL 的 Opti-mem 重 悬 ， 调 整 密度 
Æ 3 X108 4 /mL, ££ X 4mm 的 电 转 杯 中 ,加 入 20ug 

(1ug/uaL) pEGFP-REV-N2 质粒 ， 泥 匀 ， 用 如 下 条 
件 进行 电 穿 孔 : 电压 300V, 电容 150uF。 电 穿孔 完 
毕 后 用 RPMI1640 培养 基 洗 两 裔 去 除 细胞 健 片 。37 
C、5% 的 CO? 培养 箱 中 培养 。 
1.4 激光 共聚 焦 交 光 显 微 镜 观察 、 流 式 分 选 表达 
Rev 的 THP-1 细胞 

转 染 24h 后 直接 将 电 穿 孔 的 细胞 在 倒置 激光 共 
聚焦 扫描 显微镜 下 观察 灾 光 蛋白 的 表达 情况 。36h 
后 用 流 式 细 胞 仪 进行 分 选 ， 收 集 EGFP 表达 阳性 的 
细胞 继续 培养 。 转 染 后 48h 开始 用 500 pg/mL 的 
G418 进行 持续 算 选 。 细 胞 每 隔 一 天 换 半 液 ， 并 在 
新 的 培养 基 中 加 入 G418, 维持 其 浓度 为 500ng/mL， 
科 选 至 两 周 以 上 。 收集 10" 个 细胞 , 用 PBS 洗 两 遍 ， 
直接 通过 流 式 细 胞 仪 检测 。 使 用 Zeiss LSM Data 
Server 和 WinMDI29 软件 分 别 对 痰 光照 片 和 流 式 采 
集 的 数据 进行 结果 分 析 。 
1.5 RT-PCR 检测 rev 基因 的 表达 
1.5.1 总 RNA 提取 分 别 将 10? 个 rev 基因 的 表达 
阳性 的 细胞 和 未 转 染 的 THP-1 细胞 1000rpm/min 
离心 10min 收集 , 去 上 清 , 细胞 裂解 液 裂解 细胞 后 ， 
用 RNAprep 培养 细胞 总 RNA 提取 试剂 盒 的 方法 进 
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fT RNA 提取 。 

1.5.2 RNA 反 转 录 用 两 种 细胞 的 总 RNA 提取 物 
作为 模板 ， 在 0.2mL Eppendorf 管 中 进 行 反 转 录 ， 
获得 第 一 条 cDNA 链 : 随机 引物 CO.Sug/uL) 2 uL, 
总 RNA10uL, dNTPs CDEPC 水 溶解 ) 2uL, 70°C, 
5min; 冷却 后 , 加 入 5 X first strand buffer 2uL, DTT 
luL, 42C, 2min; 加 入 TIANscript M-MLV 逆转 
GNE luL, ARJAWURÍRAS 20uL. 25C, 10min; 42 
C, 50min; 95C, 5min IER, 冰 浴 冷却 5min, 
-80'C fF o 

1.5.3 PCR 扩 增 Rev W 3uL cDNA HIT PCR 扩 增 
Rev, GAPDH 基因 作为 内 参 。 引 物 以 及 反应 条 件 同 
1.2.1 中 酶 切 位 点 产物 的 扩 增 。 
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2.1 表达 载体 构建 

rev 基因 全 长 351bp( 含 终止 密码 子 TAG)， 两 
个 外 显 子 之 间 由 一 个 内 仿 子 阳 开 。 两 次 PCR. 使 两 个 
外 显 子 相连 获得 全 长 不 含 内 含 子 的 Rev 序列 ， 经 过 
测序 证 实 为 rev 基因 。pEGFP-N2 质粒 全 长 4.7kb。 
扩 增 rev 基因 连 入 pEGFP-N2 后 (图 1)， 用 EcoRI 
和 BamHI 对 所 提 质 粒 进行 双 酶 切 , 在 250 和 500bp 
之 间 可 看 到 一 条 明显 条 带 ， 证 实 rev 基因 成 功 地 连 
入 了 pEGFP-N2 表达 载体 (图 2)。 
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图 1 表达 载体 构建 pPEGFP-REV-N2 〈 载 体 信 息 来 目 www.bdbiosciences.com) 
Fig. 1 Construction of expression vector pEGFP-REV-N2 
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图 2. EcoRI 和 BamHI 双 酶 切 鉴定 pEGFP-REV-N2 
表达 载体 
Fig.2 Double digestion of vector PEGFP-REV-N2 

with restricted enzymes EcoRI and BamHI 

1: 分 子 量 标准 DL2000; 2: pEGFP-N2 载体 EcoRI 和 BamHI 双 酶 

YJ; 3: pEGFP-REV-N2 载体 EcoRI 和 BamHI 双 酶 切 。 

Lane 1: Marker DL2000; Lane 2: normal pEGFP-N2 vector digested 

with EcoRI and BamHI; Lane 3: pEGFP-REV-N2 vector digested with 

EcoRI and BamHI. 


22 ”在 转 染 并 经 筛选 的 THP-L1 细胞 中 观察 到 融合 
蛋白 的 表达 

rev 基因 通过 EcoRI 和 BamHI 酶 切 位 点 连 入 

pEGFP-N2 ZW. 5 PutW] EGFP 报告 基因 在 同一 

阅读 杠 中 共同 表达 形成 融合 和 蛋白。 转 染 THP-1 细胞 

后 24h， 直 接 在 亦 光 显微镜 下 可 观察 到 融合 蛋白 的 

表达 (图 3b)， 转 染 效率 约 为 4.0696 (图 4b)。 流 式 
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分 选 后 收集 表达 EGFP 的 细胞 ， 用 含 G418 的 培养 
基 培 养 两 周至 3 周 后 出 现 抗 性 细胞 。 这 时 用 痰 光 显 
微 错 可 观察 到 表达 绿色 灾 光 重 昌 的 细胞 的 比例 显 
蔷 提 高 《图 3c)， 流 式 检测 阳性 细胞 比例 达 97.07% 
(图 4d). 
2.3 ”在 转 染 并 经 筛选 的 THP-1 细胞 中 有 Rev 的 
mRNA 的 表达 
正常 THP-1 细胞 和 转 染 rev 基因 后 并 经 科 选 的 
THP-1 细胞 在 GAPDH 表达 水 平 相当 的 情况 下 ， 在 
后 一 种 THP-1 细胞 中 扩 增 到 明显 的 条 帝 ， 大 小 与 
Rev 相符 ,但 正常 THP-1 细胞 则 无 目的 片段 存在 (图 
5)。 表 明 在 转 染 了 rev 基因 并 经 筛 选 后 ，THP-1 细 








胞 中 有 Rev 的 mRNA 表达 。 
3 il it 


Rev 是 HIV-1 的 6 个 辅助 蛋白 之 一 , 它 在 HIV-1 
感染 靶 细 胞 后 释放 到 细胞 中 ， 在 核 膜 内 外 穿梭 ， 对 
T HIV-1 晚期 基因 产物 的 mRNA 出 核 转 运 、 和 蛋白 的 
表达 、 感 染 性 病毒 粒子 的 形成 和 释放 发 挥 看 全 头 重 
要 的 作用 。 在 过 去 的 二 十 几 年 中 ， 对 于 Rev 和 蛋白 在 
病毒 中 的 重要 功能 及 其 机 制 的 研究 已 取得 许多 突 
破 性 的 进展 。 另 外 , Rev 对 于 CD4+T 细胞 的 影响 的 


























图 3 转 染 和 筛选 后 Rev-EGFP 融合 重 白 的 表达 : 激光 共聚 焦 痰 光 显 微 镜 观察 Rev-EGFP 融合 蛋白 
Fig.3 Expression of Rev-EGFP fusion protein after 24hrs post-transfection and after one-month selection: Observation 


under the laser confocal fluorescent microscopy 


a: 未 转 染 的 THP-1; b: 转 染 后 24h; c: 筛选 后 稳定 表达 Rev 的 THP-1. 
a: un-transfected THP-1 cells; b: transfected THP-1 24h post-tranfection; c: Rev-stably-expressed THP-1. 


报道 也 相对 较 多 ， 很 多 Rev 功能 的 结果 都 是 在 
CD4+T 细胞 中 获得 的 。 但 其 与 其 他 特 主 细胞 特别 是 
树 突 状 细胞 及 其 诱导 前 体 细胞 的 相互 作用 还 不 清 
楚 ， 许 多 问题 还 有 竺 进一步 研究 。 本 研究 通过 电 转 
染 方法 ， 首 次 建立 了 Rev 和 集 白 稳定 表达 的 THP-1 
细胞 模型 ， 可 在 模拟 病毒 感染 细胞 的 过 程 中 观察 
Rev 释放 到 细胞 内 的 状态 ， 也 可 在 Rev & FA TJ 
情况 下 对 细胞 表 型 和 功能 状态 的 改变 进行 研究 。 











Rev 的 mRNA 产物 由 两 个 外 显 子 组 成 , 之 间 由 
env 和 vpu 隅 开 。 由 于 第 一 外 显 子 只 有 76bp， 本 实 
验 设 计 了 两 个 长 的 前 同 引 物 ， 与 第 二 外 显 子 末端 的 
反问 引物 两 次 PCR 扩 增 , 获得 了 不 售 内 合子 的 全 长 
序列 ， 为 下 一 步 转 当 和香 白 的 表达 提供 了 条 件 。 
电 穿孔 是 一 种 有 效 的 转 染 方法 ， 与 其 他 转 染 方法 如 
磷酸 钙 沉 证 和 脂 质 体 法 相 比 ,操作 方便 , 成 本 低廉 ， 
适用 于 各 种 细胞 转 染 。THP-1 细胞 作为 一 种 悬浮 细 
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胞 易于 通过 电 罕 和 孔 的 方法 达到 转 米 的 目的 。 电 罕 孔 。 ”下 ),， yt 2b i A E Le E w R T EE e 
的 效率 与 多 种 因素 有 关 ， 如 质粒 的 纯度 、 细 胞 的 生 ”本 研究 采用 流 式 细胞 仪 分 选 的 方法 ， 使 融合 重 白 表 
长 状态 和 数量 、 电 转 的 参数 如 电压 、 电 容 等 。 本 实 达 阳 性 的 细胞 得 到 调集 ， 再 结合 G418 jui. KR 
验 首 先 用 pEGFP-N2 质粒 转 染 THP-1， 对 以 上 参数 ”未 转 入 抗 性 基因 的 细胞 ， 从 而 成 功 地 建立 了 稳定 表 
进行 了 摸索 和 优化 。 用 Qiagen Endotoxin-free 质粒 3X Rev 的 细胞 模型 。 且 将 建立 的 稳定 表达 Rev 的 
大 提 试 剂 盒 提 取 质 粒 转 染 对 数 期 生长 的 细胞 ， 电 罕 THP-1 的 细胞 系 反 复 冻 存 、 复 苏 及 传代 培养 后 ， 其 
孔 参 数 经 过 梯度 比较 ， 选 择 0.3kV, 150uF. mÆ 绿色 荣光 表达 情况 仍然 稳定 ， 进 一 步 的 REPCR 结 
核 细 胞 的 转 染 效率 相对 较 低 〈 优 化 后 依然 在 10% 以 AREIS] Rev 的 mRNA 表达 。 
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图 4 转 当 和 筛选 后 Rev-EGFP 融合 蛋白 的 表达 : 流 式 细胞 仪 检测 Rev-EGFP 融合 重 白 的 表达 
Fig.4 Expression of Rev-EGFP fusion protein after 24h post-transfection and after long-term selection 
a: 未 转 染 的 THP-1; b: 转 染 后 24h; e: 未 转 染 的 THP-1; d: 筛选 后 稳定 表达 Rev 的 THP-1。 
a: un-transfected THP-1 cells; b: transfected THP-1 24h post-tranfection; c: un-transfected THP-1 cells; d: Rev-stably-expressed THP-1. 


早期 其 痛 先 感染 的 细胞 则 是 巨 哈 细 胞 和 树 突 状 细 














(bp) 胞 。THP-1 是 一 种 日 血 病 来 源 的 单 核 细胞 系 ， 它 可 

一 一 3 以 作为 巨 噬 细 胞 前 体 ,在 细胞 因子 GM-CSF. IL-A. 

TNF- a 等 联合 作用 下 , THP-1 细胞 还 可 以 被 诱导 成 

uem 669 树 突 状 细胞 (Carsten Berges et al, 2005 )。 选 择 THP-1 

细胞 作为 转 染 的 模型 ， 建 立 稳 定 表 达 rev 基因 的 细 

图 5 RT-PCR 分 析 筛 选 后 rev 基因 表达 胞 系 ， 既 可 以 用 于 直接 观察 Rev 和 蛋白 对 巨 哈 细胞 前 

Fig.5 Analysis of rev gene expression with RT-PCR assay 体 和 树 突 状 细胞 前 体 及 其 分 化 、 成 熟 后 表 型 (细胞 
360bp 条 带 和 669bp 条 带 分 别 为 Rev( 带 有 EcoRI 和 BamHI) 和 GAPDH ES a MOOR QR 

的 RT-PCR 产物 。1: 未 转 染 THP-1; 2: 筛选 后 的 THP-1. 表面 标记 》 和 功能 的 影响 ， 叉 可 用 于 研究 感染 后 的 

360bp and 669bp straps were respectively represented for the product of 树 突 状 细 胞 和 巨 噬 细 胞 与 CD4+T 细胞 之 间 的 相互 

RT-PCR assay from rev primers and GAPDH primers. Lane 1: 作用 . Rev TE 白 功能 及 甘 对 TH 主 细 胞 J} 至 3t 个 免疫 


un-transfected THP-1; Lane 2: selected THP-1. 


系统 的 影响 。 从 而 为 研究 病毒 与 细胞 的 相互 作用 机 
HIV-1 的 主要 鞭 细 胞 是 CD4+T 细胞 , 但 在 感染 ”人 制 及 文 洲 病 的 预防 和 褒 疗 提供 了 平台 。 
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